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(57) Abstract 

Intensively fluorescent derivatives have been synthesized from a substance used at present as anticancer (chemotherapy) agent, against 
ovarian and mammal rumors, and other tumors. Said derivatives enable to visualize the cellular target of said drug, since the derealization 
does not modify the biological activity. There is no existing compound which has the solubility, activity and fluorescence characteristics 
of the compounds disclosed in the present invention. Said derivatives may be used as fluorescence microscopy colorants specific to 
microtubules of the cytoskeleton in cells and other living organisms. Said derivatives have many applications in the analysis of the cell 
anatomy and in clinical diagnosis. 



(57) Resumen 

Se ha sintetizado derivados intensamente fluorescentes de una sustancia utilizada actualmente como anticancerfgeno (quimioterapia), 
contra tumores de ovario y mama entre otros. Estos derivados permiten visualizar la diana celular de dicho farmaco, ya que la derivatizacidn 
no ha modificado la actividad bioldgica. No existe ningim compuesto que presence las caracterfsticas de solubilidad, actividad y fluorescencia 
de los aqui descrito. Dichos derivados se pueden usar como colorantes de microscopfa de fluorescencia especfficos de los microtubules del 
citoesqueleto en ceMulas y otros organismos vivos. Estos derivados tienen multiples aplicaciones en el analisis de la anatomfa celular y en 
el diagndstico cKntco. 



UNICAMENTE PARA INFORM ACION 



C6digos utilizados para identificar a los Estados parte cn el PCT en las pdginas de portada de los folletos 
en los cuales se publican las solicitudes iniernacionales en el marco del PCT. 



AM 


Armenia 


GB 


Reioo Unido 


MW 


Malawi 


AT 


Austria 


GE 


Georgia 


MX 


Mexico 


AU 


Australia 


GN 


Guinea 


NE 


Nfger 


BB 


Barbados 


GR 


Grecia 


NL 


Paises Bajos 


BE 


Belgka 


HU 


Hungria 


NO 


Norucga 


BF 


Burkina Faso 


IE 


Irlanda 


NZ 


Nucva Zelandia 


BG 


Bulgaria 


IT 


Italia 


PL 


Polonia 


BJ 


Benin 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BR 


Brasil 


KE 


Kenya 


RO 


Rumania 


BY 


Belarus 


KG 


Kirguistan 


RU 


Federation Rusa 


CA 


Canada 


KP 


Republica Popular 


SD 


Sudan 


CF 


Repdblica Centroairicana 




Democrat ica de Corea 


SE 


Suecia 


CG 


Congo 


KR 


Repliblica de Corea 


SG 


Singapur 


CH 


Suiza 


KZ 


Kazajstan 


SI 


Eslovenia 


CI 


Cote d'lvoire 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Eslovaquia 


CM 


Camerun 


LK 


Sri f.anka 


SN 


Senegal 


CN 


China 


LR 


Liberia 


sz 


Swazilandia 


CS 


Chccoslovaquia 


LT 


Lituania 


TD 


Chad 


CZ 


Repdblica Chcca 


LU 


Luxemburgo 


TG 


Togo 


DE 


Alcmania 


LV 


Lctonia 


TJ 


Tayikistan 


DK 


Dinamarca 


MC 


Monaco 


TT 


Trinidad y Tabago 


EE 


Estonia 


MD 


RepGbiira de Moldova 


UA 


Ucrania 


ES 


EspaAa 


MG 


Madagascar 


UG 


Uganda 


Fl 


Fin land ia 


ML 


Mali 


US 


Estados Unidos de Amenca 


FR 


Francia 


MN 


Mongolia 


uz 


Uzbekistan 


GA 


Gabon 


MR 


Mauritania 


VN 


Viet Nam 



WO 97/19938 



PCT/ES96/00231 



1 

1 . Titulo 

Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad antineoplasica, 
metodo para obtenerlos y sus aplicaciones 

5 2. Sector de la tecnica 

1) farmaceutico-bioquimico; 2) compuestos para el analisis de la diana celular de 
los farmacos anticancerosos paclitaxel y docetaxel, y para laterapia anticancerosa 
directa o fotodinamica. 

10 3. Estado de la tecnica 

Paclitaxel (o taxol, marca registrada por Brystol-Myers Squibb), un 
diterpenoide natural que se extrae de la corteza del tejo del Pacifico, Taxus 
brevifotia, y su analogo de sintesis docetaxel (1 0-desaceti!-3'-(N-desbenzoil)-3'- 
(N-tertbutiloxicarboniOpaclitaxel.otaxotere.marcaregistradaporRhone-Pouienc) 

15 estan actualmente entre las mas prometedoras drogas anticancerosas debido a 
su capacidad para estabilizar los microtubulos del citoesqueleto y. por 
consiguiente, para inhibir la division celular. Sin embargo, ambos farmacos 
presentan varios inconvenientes en su utitizacion en terapia humana, 
principafmente una solubilidad muy reducida en el plasma sangumeo, asi como 

20 varios efectos secundarios. Un buen numero de laboratories implicados en la 
lucha contra el cancer dirigen actualmente su atencion a la obtencion de nuevos 
farmacos anticancerosos por modificacion quimica de estas dos moleculas de 
taxanos, asi como a la aclaracion de su mecanismo de accion bioquimica. 
Algunos de los inventores de la presente patente han descrito las estructuras de 

25 los microtubulos formados por la accion de paclitaxel (Andreu y cols., J. Moi Biol. 
1992, 226, 169 y J. Biol. Chem. 1994, 50, 31785), el ensamblaje de GDP-tubulina 
en presencia de taxoides y la relacion entre la reaccion de union de paclitaxel y 
la de formacion de microtubulos (Diaz y cois., Biochemistry 1993, 32, 2747 y 
10067). 

30 p ara los investigadores que estudian los microtubulos ceiulares y el 

mecanismo de accion de estas drogas sen'a de inmediata utilidad disponer de un 
derivado luminiscente (ya que ni paclitaxel ni docetaxel lo son) que, ademas, 
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fuese suficientemente soluble en agua. Esto permitiria: a) el estudio directo in 
vivo, mediante microscopia de fluorescencia, de los microtubulos diana en los 
cultivos celulares, y b) disponer de una poderosa herramienta para estudiar el 
mecanismo molecular del ensamblaje de los microtubulos inducido por estos 
5 taxanos, y para descubrir otras posibles dianas de las dragas dentro de la celula. 
Por otra parte, la observacion directa, de una manera sencilla, de las ceiulas en 
las que el taxano ha ejercido su efecto permitiria desarrollar nuevos metodos de 
analisis y de diagnostico relacionados con el tratamiento de pacientes con estas 
drogas. Ademas, las especificas propiedades fotoqui'micas de los colorantes se 

10 podrian utilizar como ruta adicional en la destruccion de la celula cancerosa. 

Algunos derivados fluorescentes de ambos taxanos se han descrito ya en 
la bibliografia. Sin embargo, el exito de su aplicacion a los anteriores objetivos ha 
sido hasta ahora muy limitado. Se ha descrito un derivado de paclitaxel que posee 
un grupo dansilo en la posicion 7, unido a traves de un grupo de /3-alanina como 

1 5 espaciador (Kingston, Pharmac. Ther. 1 991 , 52, 1 ) , aunque la bioactividad de este 
compuesto esta pendiente de demostracion. Tambien se ha dado cuenta de dos 
derivados fluorescentes de paclitaxel con grupos amino en su molecular uno con 
un grupo m-amino en el benzoilo en posicion 2 (Han y cols., Mol. Biol. Cell 1994, 
5, 284a), pero el derivado es menos activo que la droga de la que procede, y otro 

20 con un grupo m-dimetilamino en el benzoilo en posicion 3' (Sengupta y cols., 
Biochemistry, 1995, 34, 11889) cuya actividad biologica es similar a la de 
paclitaxel. La fluorescencia de estos dos aminoderivados es baja, aunque mayor 
que la del propio paclitaxel, y los valores de los coeficientes de extincion molar 
son pequeiios. Esto hace que para su deteccion sea necesario utilizar altas 

25 concentraciones del derivado fluorescente. Cuando esto no es posible. dicha 
deteccion no se puede realizar. Asimismo se han descrito varios derivados 
fluorescentes de docetaxel con un grupo 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazo-4-ilo en 
la posicion 7, o en la 3' de su derivado 3'-NH-desacilado, o bien con un grupo 
biotina en las posiciones 7. 10 o 3' (Dubois y cols., Bioorg. Med. Chem., 1995, 10, 

30 1357). En todos estos ultimos compuestos los grupos fluorescentes estan unidos 
al esqueleto de paclitaxel a traves de un grupo 6-aminocaproico como 
espaciador. Sin embargo, sus actividades biologicas en ceiulas vivas parecen 
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discrepantes, y tinen defectuosamente los microtubules celulares. Por ultimo, 
existe comercialmente disponible (Molecular Probes, Holanda) un derivado de 3'- 
NH-desbenzoilpaclitaxel fluorescente (BODIPY-FL-Taxol, marca regtstrada) que 
posee un grupo de pirrometeno.BF 2 sustituido en el grupo NH en dicha posicion 
5 3\ pero cuya solubilidad en agua es baja, lo que nuevamente limita 
considerablemente su empleo. 

Una alternativa para visuali2ar el sistema de microtubules celulares consiste 
en utilizar las bien conocidas tecnicas de inmunofluorescencia, por ejemplo 
mediante un anticuerpo fluorescente anti-tubulina. Estas tecnicas, comercialmente 

1 0 disponibles, son indirectas, complejas y laboriosas, y permiten observar el sistema 
de microtubules solo despue.s de que estos hayan interaccionado con el taxano. 
Obviamente, estas tecnicas de inmunofluorescencia no podrian substituir a las 
basadas en una molecula de paclitaxel o docetaxel fluorescente, porque en 
aquellas los microtubules interaccionan con una proteina (IgG o sus fragmentos), 

15 y porque tanto la posicion como la forma de actuation de dicha proteina y del 
taxano anticanceroso deben ser diferentes. 

4. Descripcion de la invencion 

4.1 La presente invencion esta basada en la obtencibn de derivados de los 
20 agentes anticancerosos paclitaxel y docetaxel que, ademas de conservar la 

bioactividad, emiten fluorescencia al ser excitados con luz visible. Esta propiedad 
permite, mediante microscopia de fluorescencia, detectar: a) las celulas que han 
reaccionado con la droga, y b) a que parte de la celula se ha unido dicha droga. 
Los derivados de paclitaxel y de docetaxel cuya obtencion y empleo aqui se 
25 patentan permiten ademas transportar al interior de la celula mayores 
concentraciones de la droga anticancerosa. Por otra parte, usando el mismo 
metodo de obtencion, pueden unirse a la droga grupos moleculares que, al ser 
iluminados con luz visible, generen productos toxicos para la celula. 

4.2 Mas concretamente, la invencion describe la obtencion y el empleo de 
30 derivados de paclitaxel o docetaxel que poseen un grupo cromoforo, unido al 

nucleo de la droga por la posicion 7 a traves de un espaciador. Es bien sabido 
que las modificaciones en el hidroxilo en esta posicion 7 en ia molecula de 
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paclitaxel no afectan apreciablemente a la actividad biologica de la droga. Los 
numerosos derivados aqui patentados se obtienen basicamente por un 
procedimiento quimico que comprende dos pasos: 

Primer paso: esterificacion selectiva del grupo alcoholico en la posicion 7 
5 de la molecula de paclitaxel o docetaxel con acidos carboxilicos que poseen en 
su molecula al menos un grupo amino primario libre. Esta reaccion puede llevarse 
a cabo de diferentes modos, en general en varios pasos, siempre con 
aminoacidos con el grupo amino adecuadamente protegido, y con proteccion 
quimica adicional de los grupos del taxano que tambien puedan esterificarse. En 

10 la presente invencion se ha usado preferentemente un procedimiento que 
comprende tres etapas, basicamente similares a las descritas por Mathew y cols 
en J. Med Chem. 1992, 35, 145 para la esterificacion en posicion 7 de paclitaxel 
con L-alanina: 1) esterificacion de los grupos alcoholicos en posiciones 7 y 2' de 
paclitaxel o docetaxel con un aminoacido con el grupo amino protegido (por 

15 ejemplo, con el grupo N-tertbutoxicarboniio); 2) desproteccion de ambos grupos 
amino en el diester por reaccion con acido formico; y 3) hidrolisis acuosa selectiva 
del grupo ester en posicion 2\ El aminoacido que se emplea para esterificar la 
posicion 7 puede tener el grupo amino primario separado del carboxilico por una 
cadena de 1 a 18 carbonos, lineal o ramificada, o por un grupo fenileno, con o sin 

20 sustituyentes alquilicos, y puede sercualquiera de los a-L-aminoacidos naturales 
conocidos, como glicina, alanina, prolina, etc, sus D-isomeros. las mezclas 
racemicas correspondientes, o cualquier compuesto que posea simultaneamente 
en su molecula los grupos acido carboxilico y amino primario. 

Segundo paso: union covalente de un cromoforo luminiscente (fluorescente 

25 o fosforescente) a dicho grupo amino del derivado de paclitaxel o docetaxel 
obtenido en el primer paso, mediante reaccion con una molecula de un colorante 
que posee un grupo con reaccion selectiva con grupos amino. El grupo especifico 
de la molecula de colorante que reacciona con el grupo amino del derivado de 
paclitaxel o docetaxel puede ser cualquiera de los que se conocen por su alta 

30 afinidad reactiva frente a aminas primarias, tales como isocianatos, isotiocianatos, 
succinimidilesteres, acidos carboxilicos o sus haluros y acidos sulfonicos o sus 
haluros. El colorante con el anterior grupo reactivo de aminas primarias es 
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siempre un derivado de otro colorante, elegido entre los de las familias de los 
colorantesfluorescentes: xantenos (fluoresceina, Floxina, Eosina, Eritrosina, Rosa 
de Bengala, etc), tiacinas (tionina, Azut de Metileno, Azure A, Azure B, etc), 
rodaminas (Rodamina B, Rodamina 3B. Rodamina 19, Rodamina 6G, Rodamina 
5 101, Rodamina 123, etc), cumarinas, porfirinas, aminonaftalenos, hidrocarburos 
policiclicos, poiienos, y complejos de pirrometenos con trifluoruro de boro, que se 
unen at derivado de paclitaxel o docetaxel por el grupo amino libre existente en 
el sustituyente en la posicion 7 de la droga. 

Las unicas limitaciones de las anteriores reacciones de esterificacion en 

10 posicion 7 con un aminoacido y posterior sustitucion del grupo amino del derivado 
de paclitaxel o docetaxel con un resto de colorante son: 

1) las reacciones no deben alterar la estructura molecular del nucleo de 
paclitaxel o docetaxel, excepto en lo que se refiere a la esterificacion de su 
posicion 7, ni la del nucleo cromoforico del colorante; 

15 2) las propiedades biologicas del derivado luminiscente de paclitaxel o 

docetaxel deben ser identicas, o muy similares, a las del correspondiente taxano 
sin sustituir; 

3) las propiedades de absorcion y emision de luz del cromoforo unido a la 
molecula de paclitaxel deben ser muy similares a las del colorante 

20 correspondiente en estado libre; 

4) las propiedades de solubilidad en agua del derivado de paclitaxel o 
docetaxel finalmente obtenido deben ser tales que permitan su rapido paso a 
traves de la membrana celular, si como su facil disolucion en el medio acuoso 
citoplasmatico. 

25 Una interesante aplicacion de todos estos derivados es el empleo como 

fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica anticancerosa, especialmente los 
derivados que llevan incorporados cromoforos que poseen altos rendimientos 
cuanticos en la generacion de la especia activa oxigeno molecular singlete. Esta 
aplicacion esta basada en la capacidad de paclitaxel y docetaxel para atravesar 

30 la membrana celular y unirse a la tubulina y a los microtubules del citoesqueleto. 
La celula asi marcada puede ser irradiada con luz visible, que seria absorbida por 
el cromoforo unido al taxano, dando lugar a la generacion de oxigeno singlete, un 
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fuerte oxidante que provocaria la destruction, no solo de la celula marcada t sino 
tambien de las que se encuentren proximas. 

Otras aplicaciones 

5 

Algunos de los derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel descritos 
en esta patente poseen una propiedad excepcional: traspasan con facilidad la 
membrana celular externa y se unen de forma permanente a los microtubules del 
citoesqueleto celular conservando la intensa fluorescencia. Esto hace que sea 

10 posible utilizar estos derivados especificos de paclitaxel y docetaxel en 
concentraciones muy bajas, por debajo de micromolares. Los inventores de esta 
patente han descubierto que en estas condiciones los microtubules del 
citoesqueleto celular y cualquier estructura celular conteniendo tubulinas (x y j'3 
(cilios, flagelos, etc.) permanecen estructural y funcionalmente intactos, pese a 

15 que son perfectamente observables a traves de la intensa emision de 
fluorescencia del derivado de paclitaxel o docetaxel que se encuentra unido 
espetificamente a dichas estructuras 

Esto hace posible que la celula o el organlsmo celular slga "esarrollan'o 
20 todas sus funciones biologicas sin alteration (crecimiento, reproduction, 
metabolisms movilidad, etc.). Como, simultaneamente, la parte fluorescente del 
derivado mantiene la intensa luminosidad, este metodo permite observar y 
caracterizar la celula u organismo mediante tecnicas de detection y visualization 
de la intensidad de la luz emitida. 
25 En esta forma, los derivados fluorescentes citados de paclitaxel y docetaxel 

se pueden utilizar como nuevos colorantes especificos celulares de fluorP^Pn^j n 
de uso simple y directo, apropiados para la tincion de una gran variedad de 
celulas y organismos sin alterar su viabilidad. 

A titulo ilustrativo, y sin que sea considerado como limitation al aicance de 
30 la presente patente, se indica que se ha aplicado el derivado paclitaxel-alanina- 
fluoresceina en la tincion fluorescente de microtubules en celulas vivas, epiteliales 
y de tejido nervioso. asi como en la tincion de organismos unicelulares vivos, 
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como el Trypanosoma cruci. Hay que destacar que actualmente no existe ningun 
metodo comercialmente disponible para la tincion fluorescente de los microtubules 
del citoesqueleto que permita observar las celulas u organismos in vivo, es decir, 
sin alterar sus funciones vitales. 

5 

Esta novedosa y excepcional propiedad de los derivados fluorescentes de 
paclitaxel y docetaxel es el fundamento de las siguientes aplicaciones: 

a) nuevos metodos de analisis y diagnostico de enfermedades relacionadas 
10 con organismos celulares dotados de cilios y/o flagelos, facilmente 

identificables a traves de la observacion y deteccion de sus sistemas 
caractensticos de microtubulos y de su evolucion temporal; 

b) nuevos metodos, de analisis y diagnostico de enfermedades en las que 
se producen alteraciones o destruccion del sistema y tejidos nerviosos, 

15 facilmente identificables a traves de la observacion y deteccion de los 

sistemas caractensticos de microtubulos; 

c) nuevos metodos de estudio, ciasificacion, observacion y seguimiento de 
cualquier celula u organismo celular que contenga microtubulos o tubulinas 
ay 0. 

20 

5. Descripcion del esquema 

El esquema muestra las estructuras moleculares de paclitaxel y docetaxel, 
las correspondientes moleculas conteniendo el espaciador -CO-R 1 -NH 2 en la 
position 7, y la estructura resultante de unir un colorante generico, R 2 -colorante, 
25 por reaccion con el grupo NH 2 del espaciador, asi como los posibles grupos R 2 
con reaccion selectiva con grupos aminos primarios. La parte inferior del esquema 
muestra las estructuras de los tres derivados de paclitaxel que sirven de ejemplo 
en esta invencion, con el cromoforo de una cumarina. una rodamina o 
fluoresceina en la molecula. 

30 
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6. Ejemplos de realizacion 

A titulo ilustrativo. y sin que sea considerado como limitacion al alcance de 
la presente patente, a continuacion se ilustran ejemplos de la union quimica de 
tres colorantes, una cumarina. una rodamina y un xanteno. a la position 7 de la 
molecula de paclitaxel, a traves de un espaciador de L-alanina, asi como un 
ejemplo practico del empleo de uno de ellos, el derivado con el grupo 
fluoresceina, para la visualization de los microtubules celulares. Se han elegido 
estos tres fluoroforos porque muestran propiedades quimicas. espectroscopicas 
y fotofi'sicas que son optimas para los fines perseguidos en la presente invention: 
altos coeficientes de absorcion a longitudes de onda alejadas de la absorcion 
intn'nseca de las proteinas. y proximas a los maximos de emision de los iaseres 
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comerciales disponibles, asi como altos rendimientos en la emision de 
fluorescencia, y valor elevado de la polarizacion de la emision (anisotropia). 
Ejemplo 1: Obtencion de paclitaxel-alanina-cumarina (ver formula) 

A una disolucion de 7-(L-alanil)paclitaxel sin purificar (10 mg, 10.8 mmol) 
5 (obtenido a partir de paclitaxel, con un rendimiento total del 70 %, siguiendo 
basicamente el procedimiento descrito por Mathew y cols., J. Med. Chew. 1992, 
35, 145), y trietilamina (15 /l/L, 108 jL/mol) en dioxano (1 mL) se anade otra de 
7-dimetiiaminocumarin-4-acetato de succinimidilo comercial (5.6 mg, 16.2/Limol) 
en dioxano (0.5 mL). Tras agitar durante 24 horas a temperatura ambiente en la 

10 oscuridad, el disolvente se elimina a vacio. El producto crudo paclitaxel-alanina- 
cumarina se purifica por cromatografia en capa fina preparativa (gel de silice, 
acetato de etiio-diclorometano 1:1 como eluyente). Rendimiento: 9.5 mg (77 %). 
Punto de fusion: 182-1 85 9 C. Pureza por cromatografia de liquidos de alta eficacia 
(HPLC) > 96 % (columna C-4, desde el 20 al 80 % de acetonitrilo en agua como 

15 eluyente). Solubilidad en agua: 1 pM. El producto se identifica por espectrometna 
de masas con bombardeo de atomo pesado (MS-FAB*) y por resonancia 
magnetica nuclear de proton. 

Ejemplo 2: Obtencion de paclitaxel-alanina-rodamina (ver formula) 

A una disolucion de 7-(L-alanyl)paclitaxel sin purificar (10 mg, 10.8 mmol) 

20 (obtenido como se dice antes) en una mezcla de dimetilformamida (1 mL) y 
tampon acuoso de pH 9 (carbon ato/bicarbonato) (1 mL) se anade otra disolucion 
de tetrametilrodamina-4-carboxilato de succinimidilo comercial (8.6 mg , 16.2 
mmol) en la misma mezcla de disolventes (1 mL). Tras agitar 2 horas, se separa 
el disolvente a vacio, y el producto crudo paclitaxel-alanina-rodamina se purifica 

25 por cromatografia en capa fina preparativa (gel de silice, acetato de etilo- 
diclorometano 1 :4). Rendimiento: 7.9 mg (55 %). Pureza (por HPLC, condiciones 
como antes) > 92 %. El producto se identifica como antes. 
Ejemplo 3: Obtencion de paclitaxel-alanina-fluorescema (ver formula) 

Siguiendo las mismas condiciones, proporciones y metodo de purificacion 

30 que en el caso de la obtencion del derivado paclitaxel-alanina-rodamina, se 
obtienen 8.0 mg (60 %) de producto. Punto de fusion > 300 9 C. Pureza (HPLC) > 
92 %. Solubilidad en agua: 300 fiM (solubilidad de paclitaxel en el mismo medio: 
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5 /jM, segun Nicolaou y cols., A/aft/re 1993, 364, 464). El producto se identifica 
como antes. 

Ejemplo 4: Observation mediante microscopia de fluorescencia de los 
microtubules celulares con ayuda del colorante vital paclitaxei-alanina^ 
5 fluoresceina 

Celulas PtK2 se tratan con el derivado paclitaxel-alanina-fluoresceina (1 
liM) t se lavan con disolucion salina de tampon de fosfato, se montan sin fijacion 
en una disolucion de tampon de glicina 0.13 M de pH 8.6, cloruro sodico 0.20 M 
y glicerina al 70% (de acuerdo con lo descrito por Ines y cols., Cancer Res. 1994, 

10 54, 75), y se observan con un microscopio de epi-fluorescencia. Los microtubulos 
citopiasmicos son perfectamente visibles, asi como los husos en las celulas en 
proceso de division. La calidad de la imagen es al menos semejante a la que se 
obtiene mediante procedimientos habitualesde inmunofluorescencia indirecta con 
anticuerpos anti-tubulina sobre celulas fijadas, distinguiendose microtubulos 

15 individuates. 
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7. Reivindicaciones 

1 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 
antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones. Estos derivados 
se caracterizan porque contienen en su molecula un grupo cromoforico 

5 luminiscente unido a la molecula original del taxano por la posicion 7 a traves de 
un espaciador. 

2 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 
antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, segun la reivindicacion 
1. caracterizados porque el metodo para obtenerlos posee dos etapas 

10 consecutivas. En la primera etapa el grupo alcoholico en la posicion 7 del taxano 
se esterifica selectivamente con un acido carboxilico que tiene en su molecula un 
grupo amino primario. En la segunda etapa se hace reaccionar el aminoderivado 
del taxano, obtenido en la primera etapa, con un colorante que posee en su 
molecula un grupo con reaccion selectiva con grupos aminos primarios. Los 

15 grupos amino primario y acido carboxilico en el aminoacido estan separados por 
una cadena de 1 a 18 carbonos, lineal o ramificada. o por un grupo fenileno, con 
o sin sustituyentes alquilicos. Dicho aminoacido puede ser cualquiera de los o-L- 
aminoacidos naturales conocidos, como glicina. alanina, prolina, etc, sus 
D-isomeros. las mezclas racemicas correspondientes, o cualquier compuesto que 

20 posea simultaneamente en su molecula los grupos acido carboxilico y amino 
primario. El grupo con reaccion selectiva con grupos aminos primarios puede ser 
isocianato, isotiocianato, succinimidilester, acido carboxilico o haluro de acido 
carboxilico, y acido sulfonico o haluro de acido sulfonico. El colorante con el 
anterior grupo reactivo de aminas primarias es siempre un derivado de otro 

25 colorante, elegido entre los de las familias de los colorantes xantenicos 
(fluorescetna, Floxina, Eosina, Eritrosina, Rosa de Bengala), las tiacinas (tionina, 
Azul de Metileno, Azure A, Azure B), las rodaminas (Rodamina B. Rodamina 3B. 
Rodamina 19, Rodamina 6G, Rodamina 101, Rodamina 123. Rojo Texas), 
cumarinas, porfirinas, aminonaftalenos. hidrocarburos aromaticos policiclicos 

30 (naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno), polienos lineales o ramificados con un 
minimo de tres dobles enlaces conjugados. y complejos de pirrometenos con 
trifluoruro de boro. 
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3 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 
antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, segun la reivindicacion 
1 , caracterizados porque poseen bioactividad similar y mas alta solubilidad en 
agua que el taxano del que derivan. 
5 4 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 

antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, segun la reivindicacion 
1 , caracterizados porque emiten f luorescencia o fosforescencia, o porque generan 
especies quimicas citotoxicas al ser iluminados, cuando se encuentran unidos al 
sistema de microtubules de celulas benignas o malignas. 

10 5 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 

antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, segun la reivindicacion 
1, caracterizados porque las propiedades electronicas del grupo cromoforo 
existente en su molecula son adecuadas para nuevos metodos de analisis y 
nuevas tecnicas de diagnostico de enfermedades cancerosas, asi como para la 

15 terapia fotodinamica anticancerosa. 

6 - Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 
antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, segun la reivindicacion 
1, caracterizados porque las propiedades del grupo cromoforo existente en su 
20 molecula son adecuadas para su aplicacion, mediante tecnicas opticas de 
fluorescencia, en la observation, clasificacion y seguimiento de celulas u 
organismos celulares vivos, sin alteration de sus funciones biologicas, mediante 
la tincion especifica fluorescente de su citoesqueleto, flagelos, cilios, u otras 
estructuras que contienen, o estan microtubules. 

25 

7. Derivados fluorescentes de paclitaxel y docetaxel con actividad 
antineoplasica, metodo para obtenerlos y sus aplicaciones, reivindicacion 1, 
caracterizados porque sus propiedades quimicas y fluorescentes son adecuadas 
para nuevos metodos de analisis y diagnostico de enfermedades producidas por 
30 microorganismos unicelulares, por alteraciones del tejido nervioso y, en general, 
por cualquier proceso fisico, quimico y/o biologico que pueda detectarse a traves 
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de la observacion especifica del sistema de microtubules y de sus cambios 
transformaciones. 
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1. Title 

Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic activity, 
method for obtaining same and their applications. 

2. Sector of the art 

1) pharmaceutical-biochemical; 2) compounds for the analysis of the target cell 
of the anticancer drugs paclitaxel and docetaxel and for direct or photodynamic 
anticancer therapy. 

3. State of the art 

Paclitaxel (or taxol, trademark registered by Brystol-Myers Squibb), a 
natural diterpenoid extracted from the bark of the Pacific yew, Taxus brevifolia, 
and its synthesis analogue docetaxel (10-desacetyl-3'-(N-desbenzoyl)-3'-(N- 
tertbutyloxycarbonyl))paclitaxel, or taxotere, trademark registered by Rhone- 
Poulenc) are currently among the most promising anticancer drugs on account 
of their capacity to stabilise the microtubules of the cytoskeleton, and as a 
consequence to inhibit cell division. Nevertheless, both drugs display certain 
drawbacks to their use in human therapy, primarily a very low solubility in the 
blood plasma, along with various side effects. A good number of laboratories 
involved in the fight against cancer are currently directing their attention towards 
obtaining new anticancer drugs by chemically modifying these two molecules of 
taxanes, along with clarifying their mechanism of biochemical action. Some of 
the inventors of the present patent have described the structures of the 
microtubules formed by the action of paclitaxel (Andreu et al., J. Mol. Biol. 1992, 
226, 169 and J. Biol. Chem. 1994, 50, 31785), the GDP-tubulin assembly in the 
presence of taxoids and the relation between the bonding reaction of paclitaxel 
and that of microtubules formation (Diaz et al., Biochemistry. 1993, 32, 2747 
and 10067). 

For researchers studying cell microtubules and the action mechanism of 
these drugs, it would be of immediate utility to have a luminescent derivative 
(since neither paclitaxel nor docetaxel are so) which, moreover, would be 
sufficiently soluble in water. This would permit: a) the direct study in vivo, by 
means of fluorescence microscope, of the target microtubules in cell cultures, 
and b) a powerful tool to be had for studying the molecular mechanism in the 



microtubules assembly induced by these taxanes, and for discovering other 
possible targets of the drugs inside the cell. Moreover, direct observation in a 
simple way of the cells in which the taxane has exercised its effect would allow 
new methods of analysis and diagnosis to be developed related to the treatment 
of patients with these drugs. Furthermore, the specific photochemical properties 
of the dyes could be used as an additional route in the destruction of the cancer 
cell. 

Some fluorescent derivatives of both taxanes have already been 
described in the literature. Nevertheless, the success of their application to the 
above objectives has so far been very limited. A paclitaxel derivative has been 
described which possesses a dansyl group in position 7, attached via a p- 
alanine group as spacer (Kingston, Parmac. Then 1991 52, 1), though the 
bioactivity of these compound has yet to be demonstrated. Two fluorescent 
derivatives of paclitaxel with amino groups in its molecule have also been 
reported: one with an m-amino group in the benzoyl in position 2 (Han et al. f 
Moi Biol. Cell 1994, 5, 284a), though the derivative is less active than the drug 
from which it comes, and the other with an m-dimethylamino group in the 
benzoyl in position 3' (Sengupta et al., Biochemistry 1995, 34, 11889), whose 
biological activity is similar to that of paclitaxel. The fluorescence of two amino- 
derivatives is low, though greater than paclitaxel itself, and the values of the 
molar extinction coefficients are small. These means that high concentrations of 
the fluorescent derivative are needed in order to detect them. When this is not 
possible, then the detection cannot be performed. Various fluorescent 
derivatives of docetaxel have also been described with a 7-nitrobenz-2-oxa-1 ,3- 
diazo-4-yl group in position 7, or in 3' of its derivative 3'-NH-desacylate, or with 
a biothine group in positions 7, 10 or 3' (Dubois et al., Bioorg. Med Chem. 
1995, 10, 1357). In all these latter compounds the fluorescent groups are 
attached to the paclitaxel skeleton via a 6-aminocaproic group as spacer. 
Nevertheless, their biological activities in live cells seem discrepant, and they 
defectively stain the cell molecules. Finally, there exists a commercially 
available (Molecular Probes, Holland) fluorescent derivative of 3'-NH- 
desbenzoylpaclitaxel (BODIPY-FL-Taxol, registered trademark) which 
possesses a pyrromethene.BF 2 group, substituted in the NH group in the said 
position 3\ but whose solubility in water is low, which again considerably limits 
its use. 
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An alternative for visualising the cellular microtubules system consists of 
using the well-known techniques of immunofluorescence, for example by means 
of an anti-tubulin fluorescent antibody. These techniques, which are 
commercially available, are indirect, complex and laborious, and they permit the 
5 microtubules system to be observed only after the microtubules have interacted 
with the taxane. Obviously, these immunofluorescence techniques could not 
replace those based on a molecule of fluorescent paclitaxel or docetaxel 
because in the former the microtubules interact with a protein (IgG or its 
fragments), and because both the position and the manner of action of that 
10 protein and of the anticancer taxane have to be different. 

4. Description of the invention 

4.1 The present invention is based on obtaining derivatives of the anticancer 
agents paclitaxel and docetaxel which, as well as conserving their bioactivity, 

15 emit fluorescence when excited with visible light. By means of fluorescence 
microscopy, this property permits detection of: a) the cells which have reacted 
with the drug, and b) which part of the cell the drug has attached itself to. The 
derivatives of paclitaxel and docetaxel whose obtention and use is being 
patented here also permit greater concentrations of the anticancer drug to be 

20 transported to the interior of the cell. Moreover, using the same method of 
obtention, molecular groups can be attached to the drug which, when 
illuminated with light, generate products that are toxic for the cell. 

4.2 More specifically, the invention describes the obtention and use of 
25 derivatives of paclitaxel and docetaxel which possess a chromophore group, 

attached to the nucleus of the drug in position 7 via a spacer. It is well known 
that modifications to the hydroxyl in this position 7 in the paclitaxel molecule do 
not appreciably affect the biological activity of the drug. The numerous 
derivatives patented here are basically obtained by a chemical procedure 

30 comprising two steps: 

Step one: selective esterification of the alcohol group in position 7 of the 
molecule of paclitaxel or docetaxel with carboxylic acids possessing at least one 
free primary amino group in their molecule. This reaction can be carried out in 
different ways, generally speaking in various steps, always with amino acids 

35 with the amino group adequately protected, and with additional chemical 



protection of the groups of the taxane which can also be esterified. In the 
present invention, a procedure has preferentially been used consisting of three 
steps, basically similar to those described by Mathew et al., J. Med. Chem. 
1992, 35, 145 for the esterification on position 7 of paclitaxel with L-alanine: 1) 
esterification of the alcohol groups in positions 7 and 2' of paclitaxel or 
docetaxel with an amino acid with the amino group protected (for example, with 
the group N-tertbutoxycarbonyl); 2) deprotection of both amino groups in the 
diester by reaction with formic acid; and 3) selective aqueous hydrolysis of the 
ester group in position 2'. The amino acid that is used for esterifying position 7 
can have the primary amino group separate from the carboxylic group by a 
chain of from 1 to 18 carbon atoms, linear or branched, or by a phenylene 
group, with or without alkyl substituents, and it can be any of the known natural 
a-L-amino acids, such as glycine, alanine, proline, etc., their D-isomers, the 
corresponding racemic mixtures, or any compound which simultaneously 
possesses the carboxylic acid and primary amino groups in its molecule. 

Step two: covalent bonding of a luminescent chromophore (fluorescent or 
phosphorescent) to that amino group of the paclitaxel or docetaxel derivative 
obtained in step one, by means of reaction with a molecule of a dye which 
possesses a group with selective reaction with amino groups. The specific 
group of the dye molecule which reacts with the amino group of the paclitaxel or 
docetaxel derivative can be any of those known for their high reactive affinity 
towards primary amines, such as isocyanates, isothiocyanates, 
succinimidylesters, carboxylic acids or their halides and sulphonic acids or their 
halides. The dye with the above reactive group of primary amines is always a 
derivative of another dye, chosen from among those of the family of fluorescent 
dyes: xanthenes (fluorescein, Floxin, Eosin, Erythrosin, Rose Bengal, etc.), 
thiacines (thionine, Methylene Blue, Azure A, Azure B, etc.), rhodamines 
(Rhodamine B, Rhodamine 3B, Rhodamine 19, Rhodamine 6G, Rhodamine 
101, Rhodamine 123, etc.), cumarins, porphyrins, aminonaphthalenes, 
polycyclic hydrocarbons, polyenes and complexes of pyrromethene with boron 
trifluoride, which bond to the paclitaxel or docetaxel derivative via the free 
amino group existing in the substituent in position 7 of the drug. 

The only limitations of the above esterification reactions in position 7 with 
an amino acid and subsequent substitution of the amino acid of the paclitaxel or 
docetaxel derivative with a dye remnant are: 



1) the reactions must not alter the molecular structure of the nucleus of 
the paclitaxel or docetaxel, except with regard to the esterification of its position 
7, nor that of the chromophore nucleus of the dye; 

2) the biological properties of the luminescent derivative of paclitaxel or 
docetaxel must be identical, or very similar, to those of the corresponding 
unsubstituted taxane; 

3) the light absorption and emission properties of the chromophore 
bonded to the paclitaxel molecule must be very similar to those of the 
corresponding dye in the free state; 

4) the solubility properties in water of the paclitaxel or docetaxel 
derivative finally obtained must be such that they permit its rapid passage 
through the cell membrane, along with its easy dissolution in the cytoplasmatic 
aqueous medium. 

One interesting application of all these derivatives is their use as 
photosensitisers for photodynamic anticancer therapy, especially derivatives 
which incorporate chromophores possessing high quantum yields in the 
generation of the singlet molecular oxygen active species. This application is 
based on the capacity of paclitaxel and docetaxel to pass through the cell 
membrane and become attached to the tubulin and to the microtubules of the 
cytoskeleton. The cell thus marked can be irradiated with visible light, which 
would be absorbed by the chromophore attached to the taxane, giving rise to 
the generation of singlet oxygen, a powerful oxidising agent which would 
provoke the destruction not just of the marked cell but also of those in the 
vicinity. 

Other applications 

Some of the fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel described 
in this patent possess an exceptional property: they easily pass through the 
outer cell membrane and become permanently attached to the microtubules of 
the cellular cytoskeleton conserving the intense fluorescence. This makes it 
possible to use these specific derivatives of paclitaxel and docetaxel in very low 
concentrations, below the micromolar level. The inventors of this patent have 
discovered that in these conditions the microtubules of the cellular cytoskeleton 
and any cell structure containing tubules (cilia, flagella, etc.) remain structurally 
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and functionally intact, in spite of the fact that they are perfectly observable by 
means of the intense emission of fluorescence from the paclitaxel or docetaxel 
derivative which is specifically attached to those structures. 

5 This makes it possible for the cell or the cellular organism to continue to 

develop all its biological functions without alteration (growth, reproduction, 
metabolism, mobility, etc.). As the fluorescent part of the derivative 
simultaneously maintains the intense luminosity, this method allows the cell or 
organism to be observed and characterised by means of techniques for 
10 detection and visualisation of the intensity of the emitted light. 

In this way, the cited fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel 
can be used as new specific cellular dyes for fluorescence , having simple and 
direct use, suitable for staining a wide variety of cells and organism without 
altering their viability. 

15 By way of illustration, and without being considered as a limitation on the 

scope of the present invention, it is stated that the derivative paclitaxel-alanine- 
fluorescein has been applied in the fluorescent staining of microtubules in live 
cells, epithelials and nervous tissue, as well as in the staining of live unicellular 
organisms such as Trypanosoma cruci. It has to be emphasised that there does 

20 not currently exist any commercially available method for the fluorescent 
staining of microtubules of the cytoskeleton which would permit cells or 
organisms to be observed in vivo, in other words, without altering their vital 
functions. 

25 This novel and exceptional property of fluorescent derivatives of 

paclitaxel and docetaxel is the basis of the following applications: 

a) new methods of analysis and diagnosis of diseases related to cellular 
organism endowed with cilia and/or flagella, easily identifiable via the 

30 observation and detection of their characteristic systems of microtubules 

and their evolution with time; 

b) new methods of analysis and diagnosis of diseases in which 
alterations or destruction of the nervous system and tissues take place, 
easily identifiable via the observation and detection of the characteristic 

35 systems of microtubules; 
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c) new methods of study, classification, observation and monitoring of 
any cell or cellular organism containing a and p microtubules or tubulins. 

5. Description of the diagram 

5 The diagram shows the molecular structures of paclitaxel and docetaxel, 

the corresponding molecules containing the spacer -CO-R 1 -NH 2 in position 7, 
and the structure resulting from attaching a generic dye R 2 -<Jye by reaction with 
the NH 2 group of the spacer, along with the possible groups R 2 with selective 
reaction with primary amino groups. The lower part of the diagram shows the 

10 structures of the three derivatives of paclitaxel which serve as an example in 
this invention, with the chromophore of a cumarin, a rhodamine or fluorescein in 
the molecule. 
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abbreviated formula of the taxanes paclitaxel and docetaxel 
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R1 s carbonated chain, linear or branched, saturated or unsaturated, 

from 1 to 18 carbon atoms, or phenyl one group, free or substituted. 
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(X=HO) 
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abbreviated formula for a dye remnant — 
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N(M«b 



paclitaxel-alanine-cumarin 




paclitaxel-alanine-rhodamine paclitaxel-alanine-fluorescein 



6. Examples of embodiment 

By way of illustration, and without being considered as a limitation on the 
scope of the present patent, illustrated below are some examples of the 
chemical attachment of three dyes, a cumarin, a rhodamine and a xanthene, to 
position 7 of the molecule of paclitaxel, via an L-alanine spacer, along with a 
practical example of one of them, the derivative with the fluorescein group, for 
the visualisation of the cellular microtubules. These three fluorophores have 
been chosen because they display chemical, spectroscopic and photophysical 
properties that are optimum for the ends sought in the present invention: high 
coefficients of absorption at wavelengths away from the intrinsic absorption of 
proteins and close to the emission maxima of commercially available lasers, 
along with high yields in the emission of fluorescence and high value of 
emission polarisation (anisotropy). 

Example 1: Obtention of paclitaxel-alanine-cumarin (see formula) 

To an unpurified solution of 7-(L-alanyl)paclitaxel (10 mg, 10.8 mmol) 
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(obtained from paclitaxel, with a total yield of 70 %, basically following the 
procedure described in Mathew et al., J. Med. Chem. 1992, 35, 145), and 
triethylamine (15 uL, 108 umol) in dioxane (1 mL) was added another solution 
of commercial succinimidyl 7-dimethylaminocumarin-4-acetate (5.6 mg, 16.2 
umol) in dioxane (0.5 mL). After stirring for 24 hours at ambient temperature in 
the dark, the solvent was eliminated in vacuo. The raw paclitaxel-analine- 
cumarin product was purified by preparative thin layer chromatography (silica 
gel, ethyl acetate/dichloromethane 1:1 as eluent). Yield: 9.5 mg (77 %). Melting 
point: 182-185 °C. Purity by high performance liquid chromatography (HPLC) > 
96 % (column C-4, from 20 to 80 % of acetonitrile in water as eluent). Solubility 
in water: 1 uM. The product was identified by mass spectrometry with fast atom 
bombardment (MS-FAB*) and by proton nuclear magnetic resonance. 

Example 2: Obtention of paclitaxel-alanine-rhodamine (see formula) 

To an unpurified solution of 7-(L-alanyl)paclitaxel (10 mg, 10.8 mmol) 
(obtained as stated above) in a mixture of dimethylformamide (1 mL) and 
aqueous buffer of pH 9 (carbonate/bicarbonate) (1 mL) was added another 
solution of commercial succinimidyl tetramethylrhodamine-4'-carboxylate (8.6 
mg, 16.2 mmol) in the same mixture of solvents (1 mL). After stirring for 2 
hours, the solvent was separated in vacuo and the raw paclitaxel-analine- 
rhodamine product was purified by preparative thin layer chromatography (silica 
gel, ethyl acetate/dichloromethane 1:4). Yield: 7.9 mg (55 %). Purity (by HPLC, 
conditions as above) > 92 %. The product was identified as above. 

Example 3: Obtention of paclitaxel-alanine-fluorescein (see formula) 

Following the same conditions, proportions and purification method as in 
the case of obtaining paclitaxel-alanine-rhodamine, 8.0 mg (60 %) of product 
was obtained. Melting point: > 300 °C. Purity (HPLC) > 92 % Solubility in water: 
300 uM (solubility of paclitaxel in the same medium: 5 uM, according to 
Nicolaou et al., Nature 1993, 364, 464). The product was identified by above. 

Example 4: Observation by means of fluorescence microscopy of the cellular 
microtubules with the aid of the vital dye paclitaxel-alanine-fluorescein 

Cells PtK2 were treated with the paclitaxel-alanine-fluorescein derivative 
(1 uM), they were washed with a saline solution of phosphate buffer, mounted 
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without fixing in a buffer solution of 0.13 M glycine of pH 8.6, sodium chloride 
0.20 M and 70% glyerine (as described by Ines et al., Cancer Res. 1994, 54, 
75) and were observed with an epi-fluorescence microscope. The cytoplasmic 
microtubules were perfectly visible as were the spindles in the cells in the 
process of division. The quality of the image was at least similar to that 
obtained by means of habitual processes of indirect immunofluorescence with 
anti-tubulin antibodies on fixed cells, with individual microtubules being 
distinguished. 
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7. Claims 

1. - Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with 
antineoplasic activity, method for obtaining same and their applications. 

These derivatives are characterised in that they contain in their molecule a 
luminescent chromophore group bonded to the original molecule of the taxane 
via position 7 by means of a spacer. 

2. - Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 
activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1, 
characterised in that the method for obtaining them possesses two consecutive 
stages. In stage one the alcohol group in position 7 of the taxane is selectively 
esterified with a carboxylic acid having a primary amino group in its molecule. 
In stage two the amino-derivative of the taxane, obtained in the first stage, is 
made to react with a dye which possesses in its molecule a group with selective 
reaction with primary amino groups. The primary amino and carboxylic acid 
group in the amino acid are separated by a chain of from 1 to 18 carbon atoms, 
linear or branched, or by a phenylene group, with or without alkyl substituents. 
Said amino acid can be any of the known natural a-L-amino acids, such as 
glycine, alanine, proline, etc., their D-isomers, the corresponding racemic 
mixtures, or any compound which simultaneously possesses the carboxylic acid 
and primary amino groups in its molecule. The group with selective reaction 
with primary amine groups can be isocyanate, isothiocyanate, 
succinimidylester, carboxylic acid or halide of carboxylic acid and sulphonic acid 
or halide of sulphonic acid. The dye with the above reactive group of primary 
amines is always a derivative of another dye, chosen from among those of the 
families of xanthene dyes: (fluorescein, Floxin, Eosin, Erythrosin, Rose 
Bengal), thiacines (thionine, Methylene Blue, Azure A, Azure B), rhodamines 
(Rhodamine B, Rhodamine 3B, Rhodamine 19, Rhodamine 6G, Rhodamine 
101, Rhodamine 123, Texas Red), cumarins, porphyrins, aminonaphthalenes, 
polycyclic aromatic hydrocarbons (naphthalene, anthracene, phenanthrene, 
pyrene), linear or branched polyenes with a minimum of three conjugated 
double bonds and complexes of pyrromethene with boron trifluoride. 

3.- Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 
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activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1 , 
characterised in that they possess similar bioactivity and higher solubility in 
water than the taxane from which they derive. 

5 4.- Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 

activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1 , 
characterised in that they emit fluorescence or phosphorescence, or in that they 
generate cytotoxic chemical species on being illuminated, when attached to the 
microtubules system of benign or malignant cells. 

10 

5. - Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 
activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1 , 
characterised in that the electronic properties of the chromophore group existing 
in their molecule are suitable for new methods of analysis and new diagnostic 

15 techniques for cancerous diseases, and for anticancer photodynamic therapy. 

6. - Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 
activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1 , 
characterised in that the properties of the chromophore group existing in their 

20 molecule are suitable for their application, by means of optical fluorescence 
techniques, in the observation, classification and monitoring of cells or living 
cellular organisms, without alteration of the biological functions, by means of the 
specific fluorescent staining of their cytoskeleton, flagella, cilia or other 
structures which contain or which are microtubules. 

25 

7. - Fluorescent derivatives of paclitaxel and docetaxel with antineoplasic 
activity, method for obtaining same and their applications, according to claim 1, 
characterised in that their chemical and fluorescent properties are suitable for 
new methods of analysis and diagnosis of diseases produced by unicellular 

30 microorganisms, due to alterations of the nervous tissue and, in general, due to 
any other physical, chemical and/or biological process which can be detected 
via the specific observation of the microtubules system and of its changes and 
transformations. 



